
L’infiammazione è una risposta
protettiva ad agenti lesivi che
ha come obiettivo
l’eliminazione della causa del
danno cellulare.
L’infiammazione coinvolge vasi
sanguigni, cellule e mediatori
dell’ospite. Oltre alla
eliminazione della causa del
danno e delle cellule
danneggiate l’infiammazione
inizia gli eventi che portano alla
guarigione e alla riparazione dei
siti danneggiati.
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Neutrofili

La risoluzione dell’infiammazione 



Infiltrati leucocitari nell’infiammazione acuta 

Days

Nel processo infiammatorio acuto i neutrofili
rappresentano la componente cellulare che
per prima infiltra il tessuto (6-24 ore).
Successivamente i neutrofili sono sostituiti
dai monociti (24-48 ore).1 2 3



La risposta infiammatoria acuta può
essere divisa in due fasi: l’inizio e la
risoluzione. La risoluzione
dell’infiammazione ha inizio
quando i neutrofili che sono stati
richiamati nel tessuto dallo stimolo
flogistico diventano apoptotici.
I neutrofili apoptotici sono rimossi
dai macrofagi che derivano dal
differenziamento dei monociti
richiamati dal circolo sanguigno nel
tessuto.

Risoluzione dell’infiammazione 



Durante il processo infiammatorio i
macrofagi nel tessuto interessato derivano
dal differenziamento dei monociti.
Durante il processo infiammatorio si
osserva un aumento sia dei macrofagi che
risiedono nel tessuto o che derivano dai
monociti.

I macrofagi residenti nei tessuti e derivati dai monociti

TRM= tissue resident macrophages, MoM= monocyte derived macrophages



Reclutamento dei monociti nel sito leso 

Durante la risposta infiammatoria acuta i
monociti vengono reclutati dal circolo
sanguigno e raggiungono i siti di
infiammazione richiamati dalla
chemochina CCL2.
Tale chemochina è prodotta dai
macrofagi, monociti, fibroblasti e cellule
epiteliali.
I monociti sono caratterizzati dalla
capacità di fagocitare, produrre specie
reattive dell’ossigeno e molecole pro-
infiammatorie quali l’IL-6, TNF-a, CCL2.



Extravasazione dei monociti 

Nella extravasazione dei monociti
l’interazione fra il PSGL-1 espresso
dai monociti con le P- e E-
selettine media l’adesione debole
e il rolling.
L’adesione forte è mediata
dall’interazione VLA-4 con V-
CAM1 e dalla chemochina CCL2
che lega il recettore CCR2.
Il crawling dipende da LFA1, Mac1
e ICAM-1 e ICAM-2.



Nel tessuto infiammato i monociti reclutati
danno origine ai macrofagi.
I macrofagi sono cellule plastiche e possono
andare incontro a due diversi differenziamenti.
I macrofagi polarizzati M1 producono
citochine pro-infiammatorie e chemochine.
I macrofagi M1 nel corso dell’infiammazione
sono sostituiti dai macrofagi che promuovono
la guarigione delle ferite e definiti M2.

Plasticità dei macrofagi 



Attivazione dei macrofagi: classica o alternativa

PDGF
FGF
angiogenesi

Attivazione dei 
fibroblasti

-Arginasi

-Catena α del recettore IL4

-recettore del mannosio CD206 
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-IL12
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-CD40

-CD80

-MHC

TNF-a



Le citochine come l’IL-4 e l’IL-13
inducono lo stato “alternativo” di
attivazione dei macrofagi (AAM) che
si associa al riparo del tessuto, e a
funzioni immunoregolatorie.
Tali citochine attivano i macrofagi con
funzioni pro-angiogeniche, pro-
fibrotiche. Tali macrofagi producono
il PDGF, il TGF-b, VEGF e diverse
metalloproteasi che regolano
l’attivazione dei miofibroblasti e la
deposizione di componenti della
matrice extracellulare (collagene).
I macrofagi alternativamente attivati
producono anche proteine ad attività
immunoregolatoria quali: l’arginasi 1,
l’IL-10. Per questo diversamente dai
CAMs gli AAMs sono coinvolti nella
soppressione della risposta immune e
nella risoluzione della risposta
infiammatoria.
L’attivazione dei macrofagi con
attività immunoregolatoria è indotta
anche da stimoli quali la fagocitosi di
cellule apoptotiche, il microambiente
tumorale.

I macrofagi sono cellule
plastiche che adottano diversi
stati di attivazione a seconda
dell’ambiente in cui si trovano.
Durante l’invasione da parte di
patogeni i macrofagi adottano
un fenotipo “infiammatorio” o”
attivato”. Queste cellule sono
comunemente definite
classicamente attivate (CAMs).
Questa attivazione è stata la
prima ad essere descritta. I
macrofagi possono essere
attivati classicamente o dall’IFN-
g o dalla stimolazione dei Toll
like receptor. Tali stimoli
determinano la secrezione di
citochine pro-infiammatorie
quali l’IL-1, il TNF-a, l’IL-6.

Macrofagi M1 e M2  



M1M2

Metabolismo dell’arginina nei macrofagi M1 e M2  

L’arginasi idrolizza l’arginina
in ornitina e urea. L’ornitina
viene utilizzata per la sintesi
di prolina e poliamine
necessarie per la sintesi di
collagene e per la
proliferazione cellulare.



Risoluzione dell’infiammazione 

Il periodo fra il picco dell’influsso delle cellule
infiammatorie nel sito leso e l’eliminazione di tali cellule
fino al ripristino dell’equilibrio funzionale viene definito
risoluzione.
La risoluzione avviene attraverso una serie di processi
che includono:
• L’eliminazione dell’agente lesivo che ha causato

l’infiammazione.
• L’arresto della produzione dei mediatori pro-

infiammatori e la degradazione dei pre-esistenti
• L’eliminazione dei leucociti reclutati mediata dai

macrofagi (efferocitosi)
• L’eliminazione dei macrofagi derivati dai monociti dal

tessuto



Deplezione dei mediatori pro-infiammatori 
Dopo l’eliminazione dello stimolo infiammatorio
(agente lesivo), i livelli di mediatori pro-infiammatori
(citochine, chemochine, eicosanoidi) devono tornare
ai valori pre-infiammatori.

La deplezione delle chemochine può avvenire
attraverso:
• la degradazione da parte delle metalloproteasi

prodotte dai macrofagi.

• Il sequestro delle chemochine da parte di
recettori non funzionali. Es: D6 che lega le CC
chemochine ed è espresso sulle cellule endoteliali
dei vasi linfatici, ma non è in grado di inviare una
segnalazione intracellulare.

Le prostaglandine e i leucotrieni sono degradati



L’apoptosi dei neutrofili è centrale nella risoluzione dell’infiammazione  

Inizio Risoluzione
La risoluzione dell’infiammazione ha inizio
quando i neutrofili diventano apoptotici. La
captazione dei neutrofili apoptotici da parte
dei macrofagi, (efferocitosi; engulfment and
clearance of dead and dying cells) è un
processo anti-infiammatorio che si associa ad
una ridotta produzione di citochine pro-
infiammatorie e dei mediatori lipidici e
all’attivazione di un programma trascrizionale
anti-infiammatorio caratterizzato dal rilascio
di IL-10 e TGF-b da parte dei macrofagi.
La rimozione tempestiva dei patogeni e dei
corpi apoptotici è necessaria per evitare
danni nei tessuti circostanti e per dare inizio
al riparo del tessuto.



L’apoptosi dei neutrofili

Durante l'apoptosi la cellula morente va incontro a:

• riduzione del volume cellulare; formazione di protuberanze della membrana
plasmatica

• Compattamento della cromatina, frammentazione del DNA. Il nucleo può
andare incontro a frammentazione all'interno della cellula.

• rottura della cellula in piccole vescicole chiuse chiamate corpi apoptotici
composti da citoplasma e organelli con o senza frammenti nucleari. Durante
l'intero processo, il contenuto cellulare non fuoriesce nell'ambiente
extracellulare, in quanto si conserva l'integrità della membrana plasmatica.

events – and probably all morphological changes could
be classified as such – are perhaps largely dispensable for
the actual death of the cell, i.e. the cessation of the coor-
dinated cellular metabolic activities. They do, however,
probably serve an important purpose, that is the organisa-
tion of disassembly and disposal of the apoptotic cell.

The biochemical initiation of morphological changes

More than 30 years ago it was noted that apoptotic cell
death – at least in some cases – can require RNA and
protein synthesis and can thus be considered an active
process (Tata 1966). Almost 30 years ago, the observa-
tion that apoptotic cell death under very different cir-
cumstances has an almost identical appearance has
raised speculation that all apoptosis is the consequence
of the same sequence of intracellular events (Kerr et al.
1972). The molecular definition of apoptosis-associated
requirements has by now furnished us with a clearer un-
derstanding of this situation. The recognition that the
pathway to developmental cell death in the nematode
Caenorhabditis elegans is fundamentally regulated by
the same principles as apoptotic cell death in humans has
greatly aided the process of understanding cell death
(Ellis et al. 1991b).

The ced-3 gene is essential for developmental cell
death in C. elegans. The discovery that Ced-3 is a cys-
teine protease, together with the cloning and functional
characterisation of a number of Ced-3 homologues in
mammals, has had enormous impact in the science of ap-
optosis. These proteins, now called caspases, are recogni-
sed to form a common class in evolutionarily widely sep-
arated organisms. Although the death of a cell can occur
in the absence of caspase activity (for review, see Borner
and Monney 1999), the sum of available data suggests
that apoptotic cell death requires the presence of casp-
ases. It is conceivable that in some situations in vivo cells
die by other means than as a consequence of caspase acti-
vation but there can be little doubt that caspases are re-
quired for at least the more prominent morphological
changes during apoptosis (see below for details).

Caspases are catabolic enzymes whose role it is to di-
gest other proteins, and a number of structural proteins

can be such caspase substrates. This constellation has
initially given rise to the speculation that apoptosis is the
literal collapse of a cell whose skeleton has broken down
(Martin and Green 1995a). There are, however, now ex-
perimental results which argue that not the immediate
caspase-mediated destruction but the action of mecha-
nisms further downstream, i.e. components which be-
come activated by caspases, account for at least the
greater part of the apoptotic phenotype.

Observation of apoptosis: summary
of the prominent changes in morphology

In vivo, i.e. in animals, cell death can occur either in indi-
vidual cells scattered in tissues (which is probably more
often the case during physiological cell death) or in big-
ger, continuous areas (such as following an injury). Apo-
ptotic cells are rapidly engulfed and digested by neigh-
bouring cells (Ellis et al. 1991b; Kerr et al. 1972). This
makes it difficult to follow morphological changes in vi-
vo. However, a large body of evidence suggests that
changes induced by various agents or insults to a cell in
vitro reflect the physiological events in vivo, and the ma-
jority of studies have thus focussed on the investigation
of either regulation or morphology of apoptosis in vitro.
Apoptosis can often easily be detected under the micro-
scope. Some changes can be seen by light microscopy,
sometimes with the aid of specific dyes, and some chang-
es can be detected only by electron microscopy. The fol-
lowing morphological changes can be observed (Fig. 1):
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Fig. 1 Schematic representation of the morphological changes
during apoptosis. A cell dying by apoptosis at various stages, pro-
ceeding from left. Early changes involve condensation of nuclear
chromatin along the perimeter of the nucleus and, dependent on
the context, separation from the surrounding cells in the tissue and
from extracellular matrix attachments. Blebs appear (arrows), and
the nucleus condenses completely and segregates into several
fragments. Organelles are generally intact although dilatation of
the ER and release and aggregation of ribosomes have been ob-
served. Sometimes cytoplasmic vacuoles can be seen. The cell dis-
integrates into apoptotic bodies which can contain any part of the
cellular material. In the final step, apoptotic bodies are taken up by
other cells and digested via a lysosomal pathway



Apoptosi

L’innesco dell’apoptosi può avvenire per via estrinseca o
intrinseca.
La via estrinseca è innescata da recettori di morte
espressi che attivano la caspasi 8 (cistein aspartato
proteasi) scatenando una attivazione a cascata di altre
caspasi. L’attivazione delle caspasi effettrici determina il
taglio di diverse proteine cellulari fra cui quelle del
citoscheletro o dell’inibitore della DNasi citoplasmatica
con conseguente taglio internucleosomico del DNA.

La via intrinseca dipende dall’aumento della permeabilità
mitocondriale e dal rilascio di molecole proapoptotiche
nel citoplasma. La via intrinseca dell’apoptosi è regolata
dalle proteine appartenenti alla famiglia BCL-2. Alcuni
membri di questa famiglia sono pro-apoptotici e altri anti-
apoptotici. Sotto stimoli apoptotici i membri proapototici
della famiglia BCL-2 aumentano la permeabilità della
membrana mitocondriale favorendo la fuoriuscita nel
citoplasma del citocromo c. Il citocromo c lega APAF-1 che
dopo polimerizzazione attiva la Caspasi 9 che a sua volta
attiva le caspasi effettrici (caspasi -3,-6,-7).



Apoptosi 

L’apoptosi è determinata dalla attivazione delle caspasi
che sono proteasi contenenti cisteina nel loro sito
attivo.
Le caspasi esistono come proenzimi inattivi che devono
esse scissi per essere attivati.
Il processo di apoptosi può essere distinto in una fase di
inizio e una di esecuzione. Nella fase di inizio sono
attivate le caspasi iniziatrici che agiscono sulle caspasi a
valle. Nella fase di esecuzione sono attivate le caspasi
effettrici che agiscono su proteine cellulari nucleari e
citoplasmatiche responsabili della morte della cellula.
Le caspasi iniziatrici includono la caspasi 8 e la 9; le
caspasi effettrici la 3, 6, 7.

Fas)



The handshakes that seal the fate
Each of the long-prodomain caspases contains in its prodomain a 
protein–protein interaction module, which allows it to bind to and
associate with its upstream regulators. Caspase-8 and -10 contain a
death-effector domain (DED), whereas caspase-2 and -9 contain a 
caspase activation and recruitment domain (CARD). These two
domains share little sequence identity, but fold into very similar three-
dimensional structures, consisting of six antiparallel !-helices arranged
in a Greek key configuration30. The same fold is also found in the death
domain, a third protein interaction module present in several upstream
regulators of apoptosis, such as CD95 and the adapter molecular FADD
(ref. 31). It seems likely that the death domain, DED and CARD are
derived from a common ancestral domain30.

The structure of the death domain, DED and CARD perfectly
suits their function. The antiparallel helices bundle into a tight core,
leaving exposed large surfaces onto which evolution has carved
extended protein–protein interaction domains. The particular face
of the module that is used for interaction varies greatly from one 
protein to the next31–33. Work so far suggests that the death adaptor
modules usually mediate intrafamily interactions (that is, death
domain/death domain, DED/DED and CARD/CARD). However,
structural analyses show that there is enough surface area left on
death domains, DEDs and CARDs to also interact with other 
proteins. Indeed, death adaptor modules might well act as integra-
tion platforms, binding to several different proteins, which could
modulate their dimerization and hence caspase activation.

Keep your friends close, but keep your enemies closer
Regulated protein–protein interactions are also key to the under-
standing of a second set of apoptotic regulators, the Bcl-2 family. This
family has been divided into three groups, based on structural 
similarities and functional criteria (Box 4). Members of group I 
possess anti-apoptotic activity, whereas members of groups II and III
promote cell death. 

How do Bcl-2 family members control cell death? Bcl-2 family
members seem to spend most of their time simply trying to block
each other’s next move. Many family members can homodimerize,
but more importantly, pro- and anti-apoptotic members can form
heterodimers34–36. Because each Bcl-2 family member can interact
with several other different members, large numbers of heterodimer
combinations within a cell are possible. To a first approximation, 
heterodimerization can simply be thought as resulting in mutual
neutralization of the bound pro- and anti-apoptotic proteins. Thus,
the problem collapses into comparing overall levels of pro- and anti-
apoptotic family members: cells with more pro-death proteins are
sensitive to death; cells with an excess of protective family members
are usually resistant.

But Bcl-2 proteins clearly will need to do more than just talk to
each other if they are to influence cell death. What is the ultimate 
output from all these interactions? In the nematode Caenorhabditis
elegans, the anti-apoptotic Bcl-2 homologue CED-9 protects cells
from death by directly binding to and sequestering the Apaf-1 homo-
logue CED-4 (ref. 37). Although this is an appealing scenario, a simi-
lar interaction has been very difficult, if not impossible, to detect in
mammals, at least not under the conditions tested so far38–40. Rather,
the key function of Bcl-2 family members seems to be to regulate the
release of pro-apoptotic factors, in particular cytochrome c, from the
mitochondrial intermembrane compartment into the cytosol35,36. 

Mitochondria — the forum of death
The mitochondrion is not only the cell’s powerhouse, it is also its
arsenal. Mitochondria sequester a potent cocktail of pro-apoptotic
proteins. Most prominent among these is cytochrome c, the humble
electron carrier. Work over the past few years has revealed that
cytochrome c is far from innocuous — in addition to its involvement
in mitochondrial oxidative phosphorylation, the protein is one of the
components (in addition to the adaptor protein Apaf-1) required for

activation of caspase-9 in the cytosol25.
Exactly how cytochrome c manages to cross the mitochondrial

outer membrane is not yet known, but it is clear that the Bcl-2 family
is intimately involved in the regulation of this process. For example,
addition of pro-apoptotic Bcl-2 family members to isolated 
mitochondria is sufficient to induce cytochrome c release, whereas
overexpression of Bcl-2 family members will prevent it35,36,41.

How do Bcl-2 family members regulate cytochrome c exit? Several
competing hypotheses have been advanced (Box 5); none of them has
been proven definitively34–36,41. The three basic models are as follows.
Bcl-2 members form channels that facilitate protein transport
Based on the structural similarity of Bcl-xL to the pore-forming sub-
unit of diphtheria toxin42, it has been suggested that Bcl-2 proteins
might act by inserting, following a conformational change, into the
outer mitochondrial membrane, where they could form channels or
even large holes. Bcl-2 family members indeed can insert into 
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Box 2
More than one way to skin a cat: mechanisms of 
caspase activation

Mechanisms of caspase activation include proteolytic cleavage by an
upstream caspase (panel a in the figure below), induced proximity (b)
and holoenzyme formation (c). Proteolytic cleavage by an upstream
caspase is straightforward and effective, and is used mostly for
activation of downstream, effector caspases. It is probably also used
for induction of apoptosis by non-caspase proteases, such as
granzyme B (see review in this issue by Krammer, pages 789–795).
In the second mechanism, recruitment or aggregation of multiple
procaspase-8 molecules into close proximity somehow results in
cross-activation. The actual process is most probably more
sophisticated and more tightly regulated than shown in panel b. In
holoenzyme formation, cytochrome c and ATP-dependent
oligomerization of Apaf-1 allows recruitment of procaspase-9 into
the apoptosome complex. Activation of caspase-9 is mediated by
means of conformational change, not proteolysis. Stoichiometry of
the apoptosome is not known; it is shown in panel c as a hexamer
solely for aesthetic reasons. 
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L’attivazione delle caspasi può avvenire attraverso
la scissione proteolitica: i) da parte di una caspasi a
monte; ii) per prossimità della caspasi
(reclutamento e aggregazione della stessa pro-
caspase ; iii) formazione di un oloenzima
(formazione del complesso APAF-1 citocromo c
caspasi-9).

Attivazione delle caspasi



Le caspasi effettrici mature sono formate da
un dimero di due molecole orientate testa
coda ciascuna costituita da una subunità large
e una subunità small contenenti un sito attivo.
Le pro-caspasi 8 e 9 sono dei monomeri e
sono attivate in seguito a reclutamento su
proteine adattatrici e/o taglio nella regione
linker fra la subunità large e la subunità small.
Le pro-caspasi effettrici (3, 6, 7) sono dimeri e
sono attivate in seguito al taglio della regione
linker fra la subunità large e small da parte
delle caspasi iniziatrici.

similarity and biological function.15 Group I comprises the
inflammatory caspases-1, -4, and -5 (caspase-11 in mouse),
based on the commonalities of having a long caspase-
recruitment domain and a preference for a large aromatic or
hydrophobic residue at the P4 position. Within this group,
caspase-1 is the enzyme that has been best characterized
and well known for processing of IL-1β involved in inflamma-
tion. Group II is formed by the apoptotic effector caspases-3,
-6, and -7 that share a similar short pro-domain, and are
classically described as the ‘executors of apoptosis’. Finally,
group III includes the human initiator caspases-8, -9, and -10,
which all contain a long pro-domain and prefer substrates
with a leucine or valine at the P4 position. These broad group
classifications are admittedly imperfect. For example,
although caspase-2 has been characterized as an initiator
caspase (group III) because of its long pro-domain, its
substrate specificity is more similar to ‘executioner-like’ group
II caspases.16–19 Conversely, caspase-6 has been character-
ized as an executioner caspase because of its short pro-
domain and sequence recognition motif, but caspase-6
activation alone is not sufficient to lead to apoptosis in all
cells.20 The group classification also does not accurately
highlight the specialized cellular contexts in which some
caspases may function. Some notable examples include the
observation that only subsets of the human population
detectably express caspase-12 and the highly specific role
proposed for caspase-14 in the differentiation process of
human keratinocytes.21

Biochemistry

As is the case for most proteases, caspases are expressed in
cells as inactive zymogens also known as procaspases
(Figure 1a). All mature caspases form a head-to-tail dimer
with each unit composed of a large and small subunit
containing one active site, as illustrated by the crystal structure
of caspase-7 (Figure 1b). Some procaspases, such as
procaspase-1 and the initiator procaspases-8 and -9, are
monomeric.22–24 These caspases become activated via
dimerization after recruitment onto a protein scaffold and/or
proteolytic cleavage of the inter-subunit linker between the
small and large subunits.22,25 Other procaspases, such as
procaspases-3, -6, and -7, are expressed in the form of
constitutive dimers and cleavage within in the inter-subunit
linker region, either by initiators or autoproteolysis, induces
activation.26,27 Upon activation, caspases begin to cleave a
set of pre-defined substrates, ranging from a few to several
hundred targets, at rates that can vary by over 500-fold
between targets. Caspase activation can lead to cell death via
apoptosis or pyroptosis, or cell differentiation. Specific
phenotypic outcomes are likely dependent on multiple factors
including (i) which caspases are activated, (ii) which sub-
strates are cleaved, (iii) the cellular context, and (iv) the post-
activation regulatory machinery in the cell. Currently, many
important gaps exist in our understanding of the interplay
between these factors and how they control death versus
non-death phenotypes (Figure 1c).

Caspase recognition sequences. Caspase substrate
recognition sequences are described by the classic protease

cleavage nomenclature surrounding the cleavage site (↓)
located between P1 and P1′, as Pn-P4-P3-P2-P1↓P1′-P2′-
Pn′.28 The first breakthrough in the characterization of
substrate specificity of caspases came with the application
of the positional scanning synthetic combinatorial library
method using fluorogenic tetrapeptide substrates featuring an
aspartate at the P1 position.4,29,30 Recent advances include
the development of mass spectrometry methods that enable
unbiased global characterization of native protein protease
specificity16,31 and substrate phage libraries for kinetic
characterization of caspase specificity.32,33 Studies by the
Salvesen lab identified the optimal cleavage motifs of
caspases using fluorescent peptides5,34 and the native E. coli
proteome.35 A summary of reported caspase sequence
specificities for peptides compared with native human
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Large Small
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substrates
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Figure 1 Activation, structural features, and biological functions of caspases.
Caspases are expressed as inactive cysteine proteases. (a) Caspase activation
occurs upon cleavage of the pro-domain and inter-subunit linker, the latter of which is
most critical. (b) The mature enzyme is formed by a dimer containing a small subunit
(green), a large subunit (blue) that generates an active site on each side (inhibitor in
sticks shown in orange). The figure shows a cartoon representation of caspase-7
(PDB ID 1F1J). (c) Caspase substrate identification in cells has allowed us to shed
light on key biological processes mostly cell death and to a lesser extent cell
remodeling and differentiation

Caspase substrates in biology
O Julien and JA Wells

1381

Cell Death and Differentiation

Struttura delle caspasi 



La via intrinseca dell’apoptosi è regolata dalle molecole appartenenti alla famiglia BCL-2

Le proteine BCL-2 regolano la via intrinseca
dell’apoptosi in cui lo step critico è
rappresentato dalla permeabilizzazione della
membrana esterna mitocondriale. Queste
molecole sono distinte in molecole pro-
apoptotiche e anti-apoptotiche. Le pro-
apoptotiche includono: BAX, BAK e BOK e le
molecole BH3-only. Le molecole anti-
apoptotiche includono BCL-2, BCL-XL, MCL-1,
BCL-w.



In seguito all’attivazione da parte di stimoli apoptotici BAX,
BAK e BOK inducono la permeabilizzazione della
membrana mitocondriale esterna attraverso la formazione
di pori promuovedo il rilascio di citocromo c.
Le molecole pro-apoptotiche BH3-only possono attivare
BAX e BAK attraverso una interazione diretta (BID, BIM,
PUMA) o agire indirettamente attraverso l’interazione con
le molecole anti-apoptotiche e bloccando la loro azione
inibitoria su BAX, BAK.

Apoptosi intrinseca 



Durante l’apoptosi i neutrofili rilasciano segnali solubili
nell’ambiente extracellulare che attirano i macrofagi e ne
stimolano le capacità fagocitiche.

Questi segnali definiti «find me signals» includono:
• Lipidi di membrana modificati quali la lisofosfatidil colina

(LPC) e sfingosina-1-fosfato (S1P), ATP e chemochine
Durante l’apoptosi la caspasi 3 scinde attivandola la PLA2
che genera lisofosfatidil colina dalla fosfatidil colina. LPC
è secreta dalla cellula mediate trasportatori. Queste
molecole agiscono da fattori chemiotattici.

Riconoscimento dei neutrofili  in apoptosi 



Le cellule morenti presentano sulla loro superficie 
segnali «eat me» che permettono ai macrofagi di 
discriminare le cellule in apoptosi da quelle sane.

Segnali di riconoscimento dei neutrofili in apoptosi 

Le cellule morenti perdono l’asimmetria dei fosfolipidi
di membrana (fosfatidil etanolammina e fosfatidil
serina nello strato interno della membrana plasmatica)
che è mediata dalla flippase ATP11 che confina la
fosfatidilserina (PS) nello strato interno della membrana
plasmatica e ne limita la mobilità laterale nelle cellule
sane.
Durante l’apoptosi l’inattivazione di ATP11 da parte
della caspasi 3 promuove l’esposizione della fosfatidil
serina sulla superficie delle cellule apoptotiche
rendendole riconoscibili da parte dei macrofagi.
I recettori della fosfatidilserina includono T cell
immunoglobulin mucin receptor (TIM4) o fattori solubili
che fanno da ponte fra le integrine e recettori TAM e la
PS (bridged by milk fat globule-EGF factor 8, MFGE8)



L’eliminazione dei corpi apoptotici da parte del 
fagocita avviene nel lisosoma e prevede la 
maturazione del fagosoma

Degradazione 



L’apoptosi dei neutrofili è centrale nella risoluzione dell’infiammazione  

I neutrofili morenti attenuano l’infiammazione attraverso
diversi meccanismi che includono:
• Secrezione di mediatori che inibiscono il reclutamento dei

leucociti es: Annexin A1 (AnXA1).
• AnXA1 è un proteina citosolica di 37Kd che nei neutrofili

trasloca sulla membrana plasmatica e viene poi secreta.
ANXA1 sulle cellule lega i recettori per i peptidi formilati
FPR).
Sui neutrofili agisce bloccando la transmigrazione nei

tessuti.

• Produzione di mediatori lipidici ad attività anti-
infiammatoria come le lipossine.

Peptidi formilati= peptidi che presentano N-formil metionina 



   | 5ANNEXIN- A1: THE CULPRIT OR THE SOLUTION?

re- exposure. This allows them to react in an amplified, 
rapid fashion to prevent significant re- infection and sub-
sequent damage to the body [42].

The role of ANXA1 in adaptive immunity is far from 
understood, perhaps due to its lower expression on adap-
tive immune cells. Inactivated T cells have been shown 

to express little to no ANXA1 and FPR2; however, their 
expression is increased upon activation of these cells. 
CD4+ T cells have been shown to express more ANXA1 
than CD8+ T cells, with CD4+ memory cells expressing 
more ANXA1 than naïve CD4+ T cells [7,8,43]. Studies 
have shown that murine naive T cells cultured in the 

F I G U R E  2  Actions of FPR2 are 
cell type dependent. Internalization 
and binding of glucocorticoids (GCs) to 
their receptor triggers the production of 
ANXA1. ANXA1 is externalized where 
it can bind to FPR2 on the cell surface 
initiating functions such as apoptosis and 
inhibition of migration in neutrophils and 
enhanced recruitment and efferocytosis in 
monocytes. Image created with Biorender.
com
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F I G U R E  3  ANXA1 structure. 
ANXA1 is composed of four repeating C 
terminal motifs and an N terminal domain 
consisting of the Ac2- 26 peptide. Both 
full- length ANXA1 and Ac2- 26 have been 
shown to interreact with the FPRs. The 
sequence of Ac- 26 is shown, along with its 
acetyl group N terminus constructed for 
stability and delay of protein degradation. 
Image adapted from Gavins et al [8] and 
created using Biorender.com
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ANXA1 è composta da 4 domini che
legano il Ca2+ e un dominio N-
terminale. In presenza di calcio
ANXA1 cambia la conformazione.
L’esposizione della regione N-
terminale permette l’interazione con
il recettore FPR.
La proteina intracellulare a seconda
della cellula può essere secreta in
seguito a trasporto da parte di
trasportatori, fusione dei granuli con
la membrana plasmatica o in seguito
a fosforilazione.
La proteina ANXA1 agisce sia sulla
cellula che la produce che sulle
cellule adiacenti.

Struttura dell’annessina-A1

Purvis et al. Annexin-A1: Therapeutic Potential in Microvascular Disease

FIGURE 1 | Upon cellular activation, ANXA1 is mobilized to the plasma membrane and then secreted in one of three mechanisms depending in the cell type involved.

These mechanisms are: (1) through the ATP-binding (ABC) transporter; (2) via direct phosphorylation of ANXA1 on serine-27 followed by membrane localization to the

plasma membrane, and (3) fusion of ANXA1 loaded granules to the plasma membrane. Once released ANXA1 can act in an autocrine, paracrine, and juxtacrine

manner to activate ALX/FPR2 signaling.

permeability of the blood brain barrier as measured by MRI,
increases leaking of Evans blue extravasation and serum IgG (2).
Taken together, these findings suggest that ANXA1 plays a key
role in the tightness of the blood brain barrier.

Patients with multiple sclerosis have decreased expression
of ANXA1 in brain parenchymal capillaries (2). Interestingly,
the loss of ANXA1 expression occurred at sites distant from
the active lesion. Enhanced ANXA1 expression has also been
documented in macrophages and perivascular lymphocytes at
sights of active lesions (46). One could speculate that an increase
in the permeability of the blood brain barrier triggers the
infiltration of immune cells into an immune privileged area,
which in turn exacerbates the disease. Ries et al. demonstrated
ANXA1 expression is increased both in the brain of patients with
Alzheimer’s disease and animal models of Alzheimer’s disease at
early stages of the disease. They report that ANXA1 regulates
amyloid-β phagocytosis in microglia by increasing its enzymatic
degradation by neprilysin (47). Such apparent contradictory
data shows that ANXA1 plays differing roles in these two
diseases. From one side the down regulation of ANXA1 is
important component of the BBB allowing for increased leakage
allowing T cells that have lost a self-recognition to pass in the
parenchyma and attack the myelin sheet. On the other hand
ANXA1 upregulation at microglia level in human and animal
model of Alzheimer’s disease demonstrates that ANXA1 has anti-
inflammatory effects in control the M1 to M2 phenotypic switch
of microglia M1/M2 (48).

Cardiovascular Disease
Kusters et al. demonstrated that hrANXA1 treatment of
LDLR−/− mice reduces atherosclerotic plaque burden (49). In
contrast, atherogenic ALX/FPR2−/− mice develop less lipid
streaks in the descending aorta (50). Drechsler et al. also
demonstrate that Ac2-26 (a synthetic peptide of the last 25 amino
acids of the N-terminal fragments of AXNA1) inhibits CCL5-
induced conformation change of β2 integrin into its activate
state in neutrophils and monocytes, resulting in a reduction in
early atherogenesis and plaque formation (51). These studies
further highlight the therapeutic potential of ANXA1 in
atherosclerosis an important co-morbidity of diabetes. Fredman
et al. used collagen IV-targeting nanoparticles containing Ac2-
26 as a therapeutic intervention in atherogenic LDLR−/− mice.
Interestingly, Ac2-26 was released from the nanoparticles and
accumulated in vessel lesions, increasing plaque stability (52).

ANXA1 has been shown to be tissue protective in arterial
wall healing after wire injury in ApoE−/− mice; limiting arterial
neointima formation by reducing macrophage proliferation (53).
Gobbetti et al. demonstrated a non-redundant role for the
ALX/FPR2 axis in polymicrobial sepsis. The observed protective
effects of Ac2-50 (a synthetic peptide of the last 28 amino
acid of the N-terminal fragment of ANXA1) were lost in
FRP2/3−/− mice suggesting that activation by Ac2-50 of the
ALX/FPR2 confers tissue protection (54). In patients with stable
coronary artery disease, Bergström et al. describe that ANXA1
located on the surface of peripheral monocytes serves as a

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 3 April 2019 | Volume 10 | Article 938



Nei neutrofili l’annexin A1 è presente nei
granuli terziari. In seguito ad attivazione dei
leucociti come nel caso del contatto con le
cellule degli endoteli annexin A1 viene
rilasciata dai granuli:
• limitando il reclutamento dei leucociti

dal circolo
• limitando la produzione di mediatori

pro-infiammatori
• inducendo l’apoptosi dei neutrofili
• modulando il reclutamento dei monociti
• Aumentando l’eliminazione dei neutrofili

da parte dei macrofagi



Meccanismi di azione dell’Annexin A1 

Il legame dell’annexina A1
favorisce il distacco dei
neutrofili all’endotelio.

Aumenta la fagocitosi dei
neutrofili da parte dei macrofagi



I neutrofili e la risoluzione dell’infezione 

Durante le fasi precoci del
processo infiammatorio i
neutrofili producono leucotrieni e
prostaglandine successivamente
queste cellule smettono di
produrre leucotrieni e producono
lipossine e resolvine.
Dopo aver eseguito la loro
funzione microbicida i neutrofili
vanno incontro a morte per
apoptosi. La rimozione dei corpi
apoptotici viene mediata dai
macrofagi.



Mediatori lipidici promuoventi la risoluzione dell’infiammazione
La risoluzione dell’infezione si accompagna alla sintesi di
mediatori lipidici ad attività anti-infiammatoria da parte dei
neutrofili.
Le lipossine sono derivati dell’acido arachidonico e possono
essere prodotte dai neutrofili nel sito infiammato
principalmente attraverso 2 vie.

• L’acido arachidonico è convertito in LTA4 (leucotriene A4)
da parte della 5-lipossigenasi espressa dai neutrofili e
successivamente sono prodotte le lipossine per azione
della 12-LO espressa dalle piastrine.

• L’acido arachidonico è convertito in 15(S)-HETE (acido
idroperossieicosatetraenoico) da parte della 15-
lipossigenasi espressa dalle cellule epiteliali e
successivamente sono prodotte le lipossine A4/B4 ad
opera della 5-LO espressa dai neutrofili .

Le lipossine:
• Bloccano la migrazione dei neutrofili nei tessuti
• Bloccano la produzione di TNF-a da parte dei leucociti
• Promuovono la efferocitosi dei macrofagi 

Le lipossine possono anche essere prodotte per via transcellulare cioè
con il contributo di due cellule diverse come cellule epiteliali (15-
LO/leucociti (5-LO) o leucociti (5-LO)/piastrine (12-LO).

conditions- have been related to worsened prognosis and disease
progression, suggesting that LXs can serve as predictive
biomarkers as observed in sputum from severe asthma patients
(40), urine from lupus patients (41) or plasma from tuberculosis
patients (42). In the following sections, we will provide an up-to-
date analysis in relation to the current research on the role of LXs
in pathologies affecting the main physiological organ systems.

NEUROLOGICAL DISEASES

Alzheimer’s Disease
Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder
representing the most common cause of dementia in the
elderly. It is characterized by the loss of cognitive functioning
(thinking, remembering, and reasoning) and behavioral skills to
such an extent that it interferes with a person’s life and daily
activities. Although its causes are not fully understood, the
deposition of toxic b-amyloid and P-Tau aggregates in the
brain has been reported to interfere with neuronal circuits and

activate pro-inflammatory signaling in microglia, thus initiating
brain damage (43, 44).

Since both neurons and glia express ALXR (45), increasing
LXs production in the brain may blunt inflammation and
ameliorate the outcome of AD patients. Interestingly, LXA4

levels in brains from AD patients are reduced in contrast to
healthy controls (n=10), suggesting that AD-associated
neuroinflammation may be worsened by defective resolution
mechanisms (45). In fact, treatment with LXs and their
derivatives exerted beneficial effects in a human microglial cell
line (46) and protected against the harmful accumulation of both
b-amyloid and P-Tau aggregates by improving their phagocytic
elimination via upregulation of IL-10 and TGF-b anti-
inflammatory pathways in different mouse models of AD by
either s.c. or intracerebroventricular (ICV) injection (47–50).
These beneficial effect observed upon LX treatment can be
partially explained by the decreased activity of the NF-kB/IL-
1b pathway, which in turn downregulates p38, ERK, JNK and
GSK3b kinases responsible for neuroinflammation and Tau
phosphorylation (49, 51–53).

FIGURE 2 | Overview of the main lipoxin biosynthetic pathways. In the PMN cell, Arachidonic Acid (AA) can be converted into either 15S-HpETE or Leukotriene A4

(LTA4) by 15-LO and 5-LO, respectively. Then, these metabolites are transformed into native lipoxin A4 or B4. Moreover, platelets can use LTA4 from PMNs to
produce LXA4/B4 in a process known as transcellular biosynthesis. Likewise, in epithelial cells AA is transformed by 15-LO into 15-HETE, which is transferred to
PMNs to produce LXA4/B4. Endothelial cells can use AA to yield the intermediate 15R-HETE by COX-2, step that is promoted by aspirin. This transitional molecule is
metabolized by PMNs to generate the “aspirin-triggered” 15-epi-lipoxins A4 and B4. Finally, both native and aspirin-triggered LXs can be rapidly inactivated by 15-
PGDH, stopping the downstream signaling.

Jaén et al. Lipoxins as New Therapeutic Tools

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org April 2021 | Volume 12 | Article 6588404



LTA4H=leucotriene A4 idrolasi

Recettore della lipossina



Azione delle lipossine

Le lipossine:
• Bloccano la 

migrazione dei 
neutrofili nei tessuti

• Bloccano la 
produzione di TNF-a
da parte dei 
leucociti

• Promuovono la 
efferocitosi dei 
macrofagi 

• Promuovono la 
polarizzazione dei 
macrofagi in M2



Durante l’efferocitosi dei neutrofili
apoptotici i macrofagi rilasciano
molecole ad attività anti-
infiammatoria che includono le
citochine TGF-b e IL-10 e mediatori
lipidici quali la lipoxina A4 (LXA4).
I macrofagi della fase di risoluzione
mostrano una più elevata capacità di
fagocitare i neutrofili apoptotici, una
ridotta risposta alla stimolazione del
TLR4 (ligando dell’LPS).

Cambiamento funzionale dei macrofagi durante la risoluzione dell’infiammazione 



Cambiamento funzionale dei macrofagi durante la risoluzione dell’infiammazione 



I TGF-b (Fattore di crescita trasformante) sono una
famiglia di citochine strettamente correlate
denominate TGF-b1, -b2,-b3. Il TGF-b1 è sintetizzato
come precursore inattivo che deve essere scisso per
formare un omodimero. Il recettore del TGF-b1
(serin treonin chinasi) è costituito da due catene
coinvolte nella fosforilazione dei fattori di
trascrizione della famiglia SMAD.

Il TGF-b1 
• inibisce l’attivazione in senso classico dei 

macrofagi
• Inibisce l’attivazione dei neutrofili e delle cellule 

endoteliali
• Promuove la riparazione dei tessuti stimolando

la migrazione e la proliferazione dei fibroblasti e
stimolando nei fibroblasti e nei macrofagi la
sintesi di collagene

Azione del TGF-b e IL-10 

L’IL-10 inibisce l’attività dei macrofagi 


